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抄　録：本研究では, ウシのインヒビン免疫で誘起される卵巣反応のうち, 一次主席卵胞（first dominant
follicle ； 1st. D. F.）の消長について調べた。免疫は 28 日間隔でインヒビンワクチン２ml（組換え体ヒ
ツジインヒビンαサブユニットとして 0.5 ㎎）を皮下に投与することで行った。黒毛和種について観察
した延べ 89 発情周期について, 発情日に卵胞を除去した卵胞除去区（非免疫区：ｎ =10, 免疫区：ｎ =
８）と非除去区（非免疫区：ｎ=24, 免疫区：ｎ =47）に分け, 血中 estradiol-17β（E2β）の推移を比較
検討した。免疫・非除去区では, 発情前後に持続的な複数の卵胞発育が観察され, 1st.D.F.の発育時期と
一致すると考えられる一過性のE2βピークは, 発情後 3.0 ± 0.2 日目と, 非免疫・非除去区（4.9 ± 0.3 日
目）より有意（P<0.01）に早く形成された。しかし, 免疫・除去区では, 非免疫・非除去区の排卵後と
同様の 1st.D. F.の発育が観察され, E2βピークの時期も非免疫・非除去区と同じになった。以上のこと
から, インヒビン免疫を行った黒毛和種では, 主席化する複数の卵胞の一部は発情時にすでに発育を開
始していると考えられた。
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Effect of Immunization against Recombinant Ovine Inhibin α Subunit on Appearance of the First
Dominant Follicle in Japanese Black Cows：Naoki TAKENOUCHI ＊１）, Kazunaga OSHIMA ＊２）, Yuji HIRAO ＊１）,
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Abstract ： Inhibin immunization increases the ovulation rate in cows, though its precise effect on the
ovarian response during the luteal phase has not yet been investigated. The aim of this study was to examine
the effect of inhibin immunization on the fate of the first dominant follicle（1st. D.F.）in Japanese Black cows.
Eighty-nine estrous cycles were divided into four groups, as follows： ablation groups（10 in the non-immunized
group, 8 in the immunized group）, made up of cows receiving follicle ablation at estrus, and non-ablation
groups（24 in the non-immunized group, 47 in the immunized group）, comprising the control animals.
Concentrations of blood plasma estradiol-17β（E2β）were measured. The transient E2β peak 
corresponding to the 1st. DF. development was observed earlier in the immunized ・ non-ablation
group than in the non-immunized ・ non-ablation group. In the immunized ・ non-ablation group, the
emergence and development of the follicles occurred continuously throughout the pre- and 
post-estrus phase. On the other hand, the transient E2β peak in the immunized・ ablation group had not
appeared by the day on which the peak was found in the non-immunized ・ non-ablation group,
because the 1st. D. F. development, similar to that in the non-immunized ・ non-ablation group, was
induced after the ablation. This study demonstrates that multiple "1st.D. F." begins to develop as
early as the preceding estrous phase in inhibin-immunized Japanese Black cows.
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Ⅰ. 緒　　　言
ウシでは, 発育期の主席卵胞（dominant follicle ：
D. F. ）から分泌されるインヒビンが下垂体からの
卵胞刺激ホルモン（follicle stimulating hormone ：
FSH）の合成および放出を特異的に抑制する（Kaneko












できることが知られている（Glencross et al. 1992,
1994, Morris et al. 1993, 1997, Price et al. 1987）。
さらに, インヒビン免疫によるこの卵巣反応は, 免
疫的手法を用いていることから, 連続した発情周期
で反復して誘起される（Bleach et al. 1996, Morris
et al. 1995）。FSH 等の性腺刺激ホルモン投与によ
り複数の卵胞発育を誘起する場合, 誘起後一定の期
間, 薬物に対する卵巣反応が低下するため（Dorn et








る卵胞の消長や D. F. に関する研究が急速に進展し
てきた。近年, 発情周期中における卵胞の制御が,
過排卵誘起処置後の卵巣反応（Bergfelt et al. 1997,
Mapletoft et al. 2002）, 受胎率（Bo et al. 2002）およ
び排卵同期化率（Bo et al. 2003, Cavalieri et al. 2001,










の（Morris et al. 1995）, 黄体期のD. F.に関する報
告は極めて少ない。黄体期のD. F.においても, 発情
卵胞と同様に, その消長に関してはインヒビンの影響
を大きく受けることから（Bleach et al. 2001, Kaneko
et al. 1995）, インヒビン免疫はD.F に対しても何ら
かの影響を及ぼすものと考えられる。前述のよう
に, 近年, 黄体期におけるD. F.は, 卵巣上構造物とし
てのその重要性が高まっていることから, ウシにお





































探触子（UST-M15-2361-1 ； aloka, Tokyo, Japan）
を装着した, 超音波診断装置（SSD-1200 ； aloka,
Tokyo, Japan）を用い, 17G のダブルルーメン吸引
針（K-OPSD-1760 ； COOK IVF, Queensland,
Australia）をポリプロピレン製の 50ml 遠心管を介
して吸引ポンプ（KMAR-50000 ； COOK IVF,





ン注；武田, 名古屋, 日本）75 ㎎を静脈内に注射投
与し, 術中の腸管蠕動を抑制した。また, 枠馬内で
の安静を保ち難い個体については, さらに前処置と









期については, 発情周期中, 直径４㎜以下, ５～９㎜
および 10 ㎜以上の卵胞数の推移を連日あるいは隔
日の間隔で追跡した。卵巣の観察は, 直腸検査なら
びに５MHz 探触子（UST-588U-5 ； aloka, Tokyo,
Japan）を装着した超音波画像診断装置（SSD-620 ；
aloka, Tokyo, Japan）, または 7.5MHz 探触子（UST-
5561-7.5 ； aloka, Tokyo, Japan）を装着した超音波






Ltd, Sydney）0.25 ㎎をアジュバント１ml と混和し
ワクチン化したものを用いた。アジュバントは, 鉱
物オイルMarcol 52（Esso, Sydney, Australia）９容
と界面活性剤Montanide 888（SEPPIC, Paris, France）
１容を混和したものを用いた。初回免疫は発情日







ちに遠心分離を開始し, 3,000rpm, 1.5hr, ４℃の条件
下で血漿を分離した。得られた血漿はホルモン測定
まで－20℃で凍結保存した。血漿中PならびにE2β
の測定は, 既報（竹之内ら 1993, 1996）の酵素免疫測
定法（enzymeimmunoassay ： EIA）を一部変更し







Concept Inc, New Jersey, USA）と一次抗体とを結
合させ, 一次抗体に対してステロイド酵素胞合体
（P 酵素胞合体； P-3（O-carboxymethyl）Oxime-
peroxidase, 0.2ng/well, E2β酵素胞合体； E2β-17
hemisuccinate-peroxidase 0.1ng/well, Sigma




Israel）および E2β 17 hemisuccinate-BSA（Sigma
Chemicals Co., St. Louis, U.S.A.）をウサギに免疫し
て得たものであり, それぞれ 800,000 倍, 1,750,000 倍
に希釈しての使用が可能であった。抗 P 血清と P,
11α-hydroxy-P, 20β-hydroxy-P, 17α-hydroxy-P と
の交差性は, それぞれ 100.0%, 27.1%, 2.6%, 2.1%であ
り, 他の C21 ステロイドおよびC18, C19 ステロイド
との交差性は認められなかった。抗E2β血清とE2β,
estrone, E2α, estriol との交差性は, それぞれ 100.0%,
350.7%, 10.0%, 5.4%であり, C19, C21 ステロイドとの
交差性は認められなかった。PおよびE2β EIAの測
定感度は, それぞれ 1pg/well 以下および 0.12pg/well
以下であった（図２）。測定内および測定間変動係
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数は, P の EIA ではそれぞれ 4.8 ～ 5.6%（n= ６）,
1.9 ～ 8.8%（n=５）であり, E2βの EIAではそれぞ
れ 4.3 ～ 8.9%（n=９）, 4.8 ～ 9.7%（n=６）であった。
４. 統計処理







































































4.9 ± 0.3 ａ
3.0 ± 0.2 ｂ
5.1 ± 0.4 ａ
5.3 ± 0.4 ａ





1.0 ± 1.6 ａ
9.7 ± 1.3 ｂ
1.0 ± 2.4 ａ
1.0 ± 2.5 ａ




1.0 ± 1.1 ａ
5.9 ± 0.9 ｂ
1.0 ± 1.7 ａ
1.0 ± 1.7 ａ
1.8 ± 1.9 ac
表１　各区における黄体発育期の estradiol-17β（E2β）ピーク日と卵巣反応に関する最少事情平均値と標
準誤差









以下の卵胞数は, 16 ～ 18 日目（０：発情日）から
１～３日目まで増加し, それ以降は低下した（図４Ａ）。



















が, 19 ～ 12 日目のあいだ卵胞数は多く推移した









●：非除去区・非免疫区（n＝ 24）,○：非除去区・免疫区（複数排卵区, n ＝ 36）








日にそれぞれ 13.0, 8.7pg/ml の高値に達した。その




には 0.5ng/ml 以下の低い値で推移した。その後 P
















２回（Knopf et al. 1989, Lucy et al. 1992, Savio et
al. 1988, Sirois et al. 1988）または３回（Lucy et al.
1992, Pursley et al. 1993, Savio et al. 1988, Sirois et
al. 1988）繰り返し形成されることが知られている。
これらのD. F.のうち, 発情後最初に形成される 1st.
D. F. は, 黄体形成ホルモンの排卵前サージ 5.8 時間
後に発育を開始し, さらに卵胞発育開始約 60 ～ 61
時間後に 1st. D. F. とほぼ同時期に発育を開始した
次席卵胞との逸脱が起こり主席化する（Ginther et
al. 1998, Kulick et al. 1999, 2001）。また, 末梢血中
では発情後５日目をピークとして一過性の E2βの
上昇が観察されるが（Bleach et al. 2001, Kaneko et
al. 1991, 1996, 永田ら 1996）, この一過性の上昇時期
と 1st. D. F.内の E2β上昇時期とは一致し（Fortune
et al. 2001, Martin et al. 1991）, さらに Pursley et




は, 1st. D. F.を分泌母体とし, その発育時期を反映す
ると考えられる。今回の結果でも, 非免疫・除去区
では最小自乗平均で発情後 4.9 日目に一過性の E2β
のピークを認め, この時期は他の報告（Bleach et al.
2001, Kaneko et al. 1991, 1996, 永田ら 1996）と一
致した。また, 1st.D.F.の発育開始も, 他の報告
（1998, Kulick et al. 1999, 2001）と同様に発情後か
ら観察された。しかし, 免疫・非除去区（複数排卵
区）での黄体発育期の E2βピークは, 発情後 3.0 日
目と有意（P<0.01）に早く形成された。このこと























を特徴としていた。1st. D. F. である 10 ㎜以上の卵
胞数の増加は発情後 4 日以降に観察され, この時期
は, 発情後４日目に 1st. D. F. が 10 ㎜以上に達する
とする報告（Kulick et al., 2001）と一致した。ま
た, 同時期に９㎜以下の卵胞数が低下したが, これ
は 1st. D. F. の発育と関連して他の卵胞の発育が抑
制された結果と考えられ, ９㎜以下の卵胞数の低下
時期は, 1st. D. F.と他の卵胞との逸脱時期, すなわち
1st. D. F.以外の卵胞の発育が停止する時期が発情後
３日目であるとする報告（Ginther et al. 1998, Kulick





免疫区では, 1st. D. F. 以外の卵胞も退行することな
く発育することを示しており, 10 ㎜以上の卵胞数の




て観察され, 19 ～０日目には低下したが, この５－
９㎜の卵胞数推移は, 一部の卵胞が 10 ㎜以上に発
育を継続しかつ多くが閉鎖退行することを示してい
ると考えられた。しかし, 免疫区では, 10 ㎜以上の
卵胞数は１～３日目に排卵を反映して一過性に低下






とが知られている（Garcia et al. 1998）。また内分
泌学的には, 卵胞除去後 1.5 日以内に FSHの上昇を
認め（Adams et al. 1992, Badinga et al. 1992, Tohei
et al. 2001）, さらに５日以内にE2βとインヒビンの
増加を誘発する（Tohei et al. 2001）とある。卵胞
除去後におけるこれら卵胞およびホルモンの消長
は, 発情周期における排卵後の推移（Bleach et al. 2001,
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